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Bestimmung eines midregionalen Proadrenomedullin-Teilpeptids 
in biologischen Flussigkeiten zu diagnostischen Zwecken, 
sowie Immunoassays fur die Durchfiihrung einer solchen Be- 
stimmung 



Die Erfindung betrifft Verfahren zur Bestimmung eines midre- 
gionalen Teilpeptids des Proadrenomedullin (mid-proAM) , ins- 
besondere die Bestimmung des proAM (45-92) Teilpeptids in 
biologischen Flussigkeiten fur Zwecke der medizinischen Dia- 
gnostic und zwar insbesondere in der Sepsisdiagnostik, aber 
auch. z.B. in der Krebsdiagnostik und Kardialdiagnostik bzw. 
generell im Rahmen der Diagnostik solcher Krankheitszustan- 
de, bei denen eine Bestimmung des Peptids Adrenomedullin 
(AM) diagnostisch relevante Ergebnisse lief ert . Die erf in- 
dungsgemafien Bestimmungen erfolgen insbesondere mittels 
Immunoassays eines Typs, bei dem mit einem markierten Anti- 
korper gearbeitet wird (Sandwichassay ; kompetitiver Assay 
nach dem SPALT oder SPART-Prinzip) . 

In dieser Beschreibung wird dabei der Begriff "Diagnostik" 
grundsatzlich als vereinf achender Oberbegriff verwendet, der 
auch Prognostik/Friihprognostik 'und therapiebegleitende Ver- 
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lauf skontrolle einschlieSen soli. 

Das Peptid Adrenomedullin (AM) wurde erstmals 1993 als neues 
hypotensives Peptid aus 52 Aminosauren, das aus einem 
menschlichen Phanochromozytom isoliert worden war, von 
Kitamura et al . (vgl . 18; Zahlenangaben beziehen sich auf 
die beigefugte Literaturliste) beschrieben. Im gleichen Jahr 
wurde auch die fur ein Vorlauf erpeptid aus 185 Aminosauren 
kodierende cDNA und die vollstandige Aminosauresequenz • 
dieses Vorlauf erpeptids beschrieben (19; SEQ ID NO:l). Das 
Vorlauf erpeptid, das u.a. eine Signalsequenz von 21 Amino- * 
sauren am N-Terminus umfafit, wird als " Pr aproadrenoraedul 1 in " 
(pre-proAM) bezeichnet . In der vorliegenden Beschreibung 
beziehen sich alle angegebenen Aminosauren- Posit ionen norma- 
lerweise auf das 185 Aminosauren umfassende pre-proAM, das 
die Sequenz gemaS SEQ ID NO : 1 aufweist, es sei denn, es 
ergibt sich aus dem konkreten Textzusammenhang etwas ande- 
res . 

Das Peptid Adrenomedullin (AM) ist ein 52 Aminosauren umfas- 
sendes Peptid (SEQ ID NO:2), das die Aminosauren 95 bis 146 
des pre-proAM umfafit, aus dem es durch proteolytische Spal- 
tung gebildet. wird. Von den bei der Spaltung des pre-proAM 
gebildeten Peptid-Fragmenten wurden bisher im wesentlichen 
nur wenige Fragmente genauer charakterisiert , und zwar die 
physiologisch wirksamen Peptide Adrenomedullin (AM) und 
"PAMP", ein Peptid aus den 20 Aminosauren (22-41), die im 
pre-proAM auf die 21 Aminosauren des Signalpeptids folgen. 
Sowohl von AM als PAMP wurden auSerdem auch physiologisch 
aktive Unterf ragmente entdeckt und naher untersucht . 

Die Entdeckung und Charakterisierung des AM im Jahre 1993 
loste eine intensive Forschungstatigkeit und eine Flut von 
Publikationen aus, deren Ergebnisse .in jiingerer Zeit in 
verschiedenen Review-Art ikelii zusammengef afit wurden, wobei 
im Rahmen der vorliegenden Beschreibung insbesoridere hinge - 
wiesen wird auf die in einer AM gewidme'ten Nummer von "Pep- 
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tides" (Peptides 22 (2001)) zu findenden Artikel, insbeson- 
dere (12) und (2) . Ein weiterer Review ist (3) . Bei den 
bisherigen wissenschaf tlichen Untersuchungen wurde u.a. 
gefunden, dass AM als multif unktionelles regulatorisches 
Peptid angesehen" werden kann. Es wird in einer durch Glycin 
verlangerten inaktiven Form in die Zirkulation freigesetzt 

(5) . Ferner exist iert ein fur AM spezifisches Bindeprotein 
(11) , das wahrscheinlich ebenfalls die Wirkung des AM modu- 
liert . 

Diejenigen physiologischen Wirkungen des AM, wie auch des 
PAMP, die bei den bisherigen Untersuchungen im Vordergrund 
standen, waren den Blutdruck beeinf lussende Wirkungen. So 
ist AM ein wirksamer Vasodilatator, wobei die hypotensive 
Wirkung insbesondere Peptidabschnitten . im C-terminalen Teil 
des AM zugeordnet werden kann. Peptidsequenzen vom N- Termi- 
nus des AM zeigen dagegen hypertensive Wirkungen (vgl . z.B. 

(6) ). 

Es wurde ferner gefunden, dass das aus dem pre-proAM gebil- 
dete o.g. weitere physiologisch aktive Peptid PAMP ebenfalls 
eine hypotensive Wirkung zeigt, auch wenn es einen anderen 
Wirkmechanismus als AM aufzuweisen scheint (vgl. neben den 
o.g. Review-Artikeln (2) und (3) auch (8), (9) oder (14) 
sowie EP 0 622 458 A2) . 

Es wurde ferner f estgestellt , dass die Konzentrationen des 
AM, die man in der Zirkulation und anderen biologischen 
Flussigkeiten messen kann, bei einer Reihe von Krankheits- 
ztistanden signifikant iiber den bei gesunden Kontrollpersonen 
zu findenden Konzentrationen liegen. So sind die AM-Spiegel 
bei Patienten mit Stauungsinsuf f izienz (congestive heart 
failure) , Myokardinf arkt , Nierenerkrankungen, Bluthochdruck- 
erkrankungen, Diabetes mellitus, in der akuten Phase eines 
Schocks. und bei Sepsis und septischem .Schock signifikant, 
wenn auch in unterschiedlichem MaSe erhoht (vgl. z.B. (2), 
Kapitel 7., und die dazu zitierte Literatur) Auch die PAMP- 
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Konzentrationen sind bei einigen der genannten Krankheits- 
zustande erhoht, wobei allerdings die Plasmaspiegel gegen- 
uber AM relativ erniedrigt sind ((2); S.1702). 

Es ist ferner bekannt, dass bei Sepsis bzw. beim septischen 
Schock ungewohnlich hohe Konzentrationen an AM zu beobachten 
sind (vgl. (2) sowie (4), (1) , (13), (15) und (16)). Die 
Befunde- werden zu den typischen hamodyhamischen Veranderun- 
gen in Beziehung gesetzt, die' als typische Erscheinungen des 
Krankheitsverlauf s bei Patienten mit Sepsis und anderen 
schweren Krankheitsbildern wie z.B. SIRS bekannt sind. 

Obwohl davon ausgegangen wird, dass AM und PAMP aus dem 
gleichen Vorlauf erpeptid, dem pre-proAM (SEQ ID NO:l) gebil- 
det werden, in dem die diesen Peptiden entsprechenden Amino- 
sauresequenzen als Teilpeptide in aquimolaren Mengen vorhan- 
den sind, sind die in biologischen Fliissigkeiten messbaren 
Konzentrationen von AM bzw. PAMP anscheinend verschieden. 
Das ist nichts Ungewohnliches . So konnen die messbaren 
Konzentrationen verschiedener Abbauprodukte ein- und dessel- 
ben Vorlauf erpeptids z.B. deshalb verschieden sein, weil sie 
das Ergebnis verschiedener konkurrierender Abbauwege sind, 
die z.B. bei unterschiedlichen Krankheitszustanden zu einer 
unterschiedlichen Fragment ierung eines Vorlauf erpeptides und 
damit zu verschiedenen Abbauprodukten fuhren. Bestimmte im 
Vorlauf erpept id enthaltene Teilpeptide konnen dabei als 
freie Peptide gebildet oder auch nicht gebildet werden, 
und/oder verschiedene Peptide werden auf verschiedene Weise 
und in verschiedenen Mengen gebildet. Auch wenn zur Prozes- 
sierung eines Vorlauf erpeptids nur ein einziger Abbauweg be- 
schritten wird, und somit alle Abbauprodukte aus ein und 
demselben Vorlauf erpeptid stammen und an sich primar in 
aquimolaren Mengen entstanden sein raussen, koiinen die in 
biologischen Fliissigkeiten messbaren Stationarkonzentratio- 
nen- verschiedener Teilpeptide und Fragment e sehr verschieden 
sein, namlich z.B. dann, wenn einzelne von ihnen mit unter- 
schiedlicher Geschwindigkeit gebildet werden und/oder in der 
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jeweiligen biologischen Fliissigkeit unterschiedliche indivi- 
duelle Stabilitaten (Lebensdauern) aufweisen, oder wenn sie 
aufgrund unterschiedlicher Clearance-Mechanismen und/oder 
mit unterschiedlichen Clearance-Geschwindigkeiten aus der 
Zirkulation entfernt werden. 

So kann man im Zusammenhang mit der Bildung von AM zwar 
davbn ausgehen, dass bei der proteolytischen Prozessierung 
von pre-proAM neben AM und PAMP auch noch andere Peptid- 
fragmente gebildet werden miissen. Es sind jedoch in der 
wissenschaf tichen Literatur keinerlei Daten zum Auftreten 
und zur Stabilitat derartiger moglicher weiterer Fragmente 
zu finden, und das, obwohl zu Forschungszwecken z.B. von der 
Fa. Phoenix Pharmaceuticals, Inc., derartigen pre-proAM 
Peptidf ragmenten entsprechende Peptide und auch Radioimmuno- 
assays (RIA) zu deren Bestimmung kommerziell angeboten 
werden . 

Aufbauend auf Erkenntnissen, die mit dem Auftreten des Pro- 
hormons Procalcitonin bei Sepsis gewonnen worden waren (vgl . 
z.B. EP 0 656 121 Bl) , und ausgehend von der Hypothese, dass 
bei Sepsis moglicherweise .auch andere normalerweise nicht zu 
beobachtende Prohormone in der Zirkulation von Sepsispatien- 
ten nachzuweisen sein konnten, wurde von der Anmelderin 
unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen RIA mit 
einem Antikorper, der an die Aminosauren 45-92 des pre-proAM 
bindet, jedoch nicht an Sequenzen des reifen AM, ein orien- 
tierender ' Versuch zum Nachweis von Proadrenomedullin in 
Seren von Sepsispatienten durchgef uhrt . Die Ergebnisse, die 
in der Verof f entlichung WO 00/22439 beschrieben werden, 
belegen eine gegenxiber gesunden Kontrollpersonen erhohte 
Konzentration eines vorlaufig als Proadrenomedullin bezeich- 
neten Analyten. Die gemessene Erhohung lag jedoch nur in der 
GroSenordnung von etwa dem Doppelten des Normalwerts, war 
also relativ geringfugig. Angesichts von Literaturdaten, die 
bei Sepsis von erhohten AM-Werten in der GroSenordnung des 
12fachen Normalwerts berichten, erschien die beobachtete 
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Erhohung auf etwa das Doppelte des Normalwerts fiiir die mit 
dem'verwendeten Assay gemessene proAM- Immunreakt ivitat wenig 
attraktiv, im Rahmen der Sepsisdiagnostik aristelle von AM 
diese "proAM-Immunreaktivitat " zu bestimmen. Ob bei dem 
beschriebenen Versuch tatsachlich Proadrenomedullin (22-185 
bzw. 22-146) gemessen wurde, oder ob die auf die beschriebe- 
ne Weise gemessene Proadrenomedullin- Immunreakt ivitat auf 
eine oder mehrere andere in den Patientenproben auftretende 
Spezies. zuruckzuf uhren war, war auf der Basis der gemessenen 
Befunde nicht entscheidbar . 

Im Rahmen ihrer umfassenden Forschungs- und Entwicklungs- 
arbeiten zu Biomarkern, die fur die- Sepsisdiagnostik von 
klinischem Nutzen sein konnen, und insbesondere auch im 
Hinblick auf das Ziel, auf dem Wege einer Multiparameter- 
Bestimmung (gleichzeitige Bestimmung mehrerer Biomarker) die 
Sepsis-Feindiagnostik verbessern zu konnen, zog die Anmelde- 
rin auch die Bestimmung bzw. zusatzliche Bestimmung des bei 
Sepsis erhohten AM in Betracht . Wie sich jedoch zeigte, war 
eine zuverlassige Bestimmung von AM unter Gewinnung von 
Resultaten, die einen einfachen Vergleich von Messergeb- 
nissen uber die Grenzen der jeweiligen einzelnen Forschungs - 
arbeit hinaus ermoglichen wiirden, nicht ohne wei teres mog- 
lich. Die Daten der meisten Forschungsarbeiten wurclen mit 
RIAs gewonnen, die auf einer Konkurrenz von AM mit einem 
markierten Markerpeptid urn eine gemeinsame AM-Bindungsstelle 
eines Antikorpers beruhten. Die jeweiligen RIAs waren oft 
individuelle Entwicklungen, und es wurde mit verschiedenen 
Antikorpern und Peptiden gearbeitet, was einen quant itativen 
Interassay-Vergleich der erhaltenen Messergebnisse erschwer- 
te (vgl . z.B. 10). AuSerdem hatten jiingere Forschungsergeb- 
nisse gezeigt, dass verschiedene Formen von AM (mit oder 
ohne C-terminalem Glycinrest) exist ierten, denen unter- 
schiedliche Aktivitaten zugeordnet werden konnten (vgl. (2) 
sowie z.B. (5)). Die Entdeckung eines Bindeproteins (vgl. 
11) fur AM fiihrte zu einer weiteren Verkomplizierung der 
Situation - sowohl der vorhandene oder fehlende Glycinrest, 
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als auch die fehlende oder vorhandene Komplexierung von AM 
durch sein Bindeprotein konnen die Bestimmung von AM in 
Abhangigkeit vom jeweiligen Assay unvorhersehbar beeinflus- 
sen. Diese Umstande stellen hohe Anf orderungen an einen 
validen Immunoassay fur AM, der fur Routineuntersuchungen 
geeignet ist : Fur einen solchen Assay mussen geeignete 
Antikdrper gefunden werden, die an solche AM-Bereiche bin- 
den, die nicht durch das. Bindeprotein belegt sind" - wenn es 
solche Bereiche uberhaupt gibt. Oder es muK ein vo'rausgehen- 
der Schritt der Freisetzung und Abtrennung des Bindeproteins 
vom AM durchgefuhrt werden, wobei der EinfluS eines solchen 
Schritts auf die Stabilitat des AM und/oder die erhaltlichen 
Messwerte nur schwer abschatzbar ist. Dass neben dem kom- 
pletten AM physiologisch auch verschiedene AM-Teilpeptide 
gefunden werden und im physiologischen Gesamtgeschenen eine 
Rolle zu spielen scheinen, erschwert die Schaffung eines 
validen Immunoassays und die Vergleichbarkeit von der Lite- 
ratur entnehmbaren MeSwerten weiter. 

Die Anmelderin hat sich daher die Aufgabe gestellt, ein 
valides, routinetaugliches MeSverfahren zu schaffen, das 
gegenuber den o.g. Storeinf lussen einer direkten Messung von 
AM weitgehend unempf indlich ist und das zuverlassige Werte 
fur die physiologische Produktion von AM und/oder seiner 
Vorlaufer bei verschiedenen Krankheitszustanden, insbesonde- 
re Sepsis oder anderen Krankheitszustanden, bei denen erhoh- 
te Werte fur AM gefunden werden, lief em kann. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS dadurch gelost, dass zu 
Diagnosezwecken nicht AM oder ein anderes der bisher unter- 
suchten pre-proAM Teilpeptide bestimmt wird, sondern ein 
midregionales Teilpeptid, das die Aminosauren 42-95 des pre- 
proAM enthalt (SEQ ID NO: 3) , wobei die Bestimmung besonders 
bevorzugt mit einem Immunoassay erf olgt , bei dem mit einem 
markierten Antikorper gearbeitet wird. 

Anspruch 1 gibt den Kern der vorliegenden Erfindung wieder. 
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Vorteilhaf te urtd derzeit bevorzugte Ausgestaltungen der 
Erfindung sind den Unteranspruchen zu entnehmen. 

Zur Losung der Aufgabe, ein Bestimmungsverf ahren zu schaf- 
fen, das die Bildung von AM bzw. seiner Vorlaufer- bder 
Nebenprodukte bei verschiedenen Kr ankhe i t s zus t anden ; ins- 
besondere Sepsis, aber auch z.B. Kardialerkrankungen, Blut- 
hochdruckerkrankungen oder Krebserkrankungen oder anderen 
Erkrankungen, bei denen erhohte AM-Spiegel beobachtet werden 
konnen, zuverlassig erfafit, wurde, trotz der eher wenig 
vielversprechenden Ergebnisse, einerseits an das in der WO 
00/22439 beschriebene Ergebnis einer bei Sepsis erhohten 
11 Pr oadrenoraedul 1 in- Immunreaktivitat " angeknupf t . Anderer- 
seits wurden erganzende utnf angreiche klinische Studien unter 
Vermessung von Seren von Sepsis-, Krebs- und Kardialpatien- 
ten mit verschiedenen neuen Assays durchgef iihrt , die liber- 
raschender Weise Messwerte mit deutlich verbesserter Validi- 
tat lieferten. 

Die durchgef iihrten Untersuchungen und die signif ikantesten 
Ergebnisse dieser Untersuchungen werden nachfolgend genauer 
erlautert, wobei auf Figuren Bezug genommen wird. 

Dabei zeigen: 

Figur 1 die Ergebnisse der Messung von mid-proAM in Seren 
von 109 gesunden Normalpersonen, gegeniibergestellt 
den Ergebnissen der Messung von 110 Seren von 
Septikern sowie von 2 0 Seren von Patienten mit 
Polytrauma. Alle Messungen wurden mit einem SPALT- 
Assay vorgenommen, wie er im experimentellen Teil 
genauer beschrieben wird. Bemerkenswert ist , 
dass - anders als im Falle von Procalcitohin und 
anderen Entziindungsmarkem - nur die Werte fur die 
Sepsispatienten (hohe Konzentrationen von ca. 5 50 
pmol/1 bzw. 5 50 fmol/ml gegenuber Wert en von 33 
pmol/1 fur Gesunde) erhoht waren, nicht jedoch die 
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Werte fur Po lytrauma- Patient en . 



Figur 2 die Ergebnisse der Messung von mid-proAM in Seren 
von 274 gesunden Normalpersonen, von 2 67 Septi- 
kern, von 20 Patienten mit Herzerkrankungen und 49 
Krebspatienten mit einem Sandwichassay, wie er im 
experimentellen Teil naher beschrieben ist . 

Im Zusammenhang mit den Untersuchungen, die zu der vorlie- 
genden Erfindung fuhrten, riickte die Frage nach der Natur * 
der bei den verschiedenen Erkrankungen gemessenen Spezies, 
bzw. nach der Wahl einer besonders geeigneten Spezies fur 
AM/proAM- Messungen, in den Vordergrund des Interesses. Da 
RIAs prinzipiell wenig geeignet sind, wertvolle Erkenntnisse 
zu dieser Frage zu liefern, und aulSerdem RIAs aus verschie- 
denen Griinden auch fur das angestrebte Entwicklungsziel der 
Schaffung eines validen Assays fur Routinebestimmungen wenig 
aussichtsreich erschienen, muSten zuerst neue Assays ent- 
wickelt werden, wobei Immunoassays eines Typs gewahlt wur- 
den, bei denen mit markierten Antikorpern gearbeitet werden 
konnte . 

Im Rahmen der Untersuchung der Frage, ob die gemaS der WO 
00/2243 9 gemessenen erhohten Werte fur eine Proadrenome- 
dullin-Immunreaktivitat bei Sepsis tatsachlich erhohte 
Proadrenomedullin-Konzentrationen in den untersuchten Proben 
widerspiegeln, wurde zuerst ein Sandwichassay entwickelt, 
der aufgrund des Assaydesigns weitgehend spezifisch fur 
Proadrenomedullin (22-146 bzw. 22-185) war, indem er weder 
AM noch pre-proAM-Teilpeptide, die kein AM enthielten, 
erkennen konnte . 



Bei diesem Sandwichassay wurde mit zwei unterschiedlichen 
Antikorpern gearbeitet, die spezifisch die Aminosauresequenz 
des Peptids (69-86: Peptidbereich SPCD19 ; SEQ ID NO: 4) bzw. 
eines Peptids (129-147; C-terminales AM-Peptid) erkannten. 
Als Standarmaterial diente das rekombinante vollstandige 




Proadrenomedullin (22-185) , das in einem kommerziellen 
kompetitiven AM-Assay kalibriert worden war. 

Bei der Vermessung von Seren von gesunden Normalpersonen und 
von Sepsispatienten wurden mit diesem Sandwichassay keine 
erhohten Messwerte uber'dem Detektionslimit von ca. 40 pg/ml 
erhalten (Ergebnisse nicht gezeigt) . Aus diesen Befunden 
muSte der SchluS gezogen werden, dass die bei Sepsis gefun- 
dene erhohte proAM-Immunreaktivitat nicht auf die Anwesen- 
heit des Proadrenomedullin-Peptids in den Proben zuruck zu 
f uhren ist . 

Zur weiteren Priifung der Frage, ob die relativ wenig (ca. 
2 f ach) erhohten "proAM- Immunreakt ivitats-MeSwerte 11 der 
friiheren Messungen real gewesen waren, oder ob bei diesen 
Messungen moglicherweise Artefakte eine Rolle spielten, die 
auf den verwendeten kommerziellen RIA zuruck zu fiihren 
waren, wurde ein weiterer Assay entwickelt, der auf dem 
sogenannten SPALT-Prinzip beruhte. Bei einem solchen Assay 
wird eine Kompetition zwischen einem f estphasengebundenen 
(solid phase = SP) Kompetitor fur den Analyten ("Antigen" = 
A) und dem Analyten urn gemeinsame Bindungsstellen eines 
markierten Antikorpers, der sich in der Reaktionsf lussigkeit 
befindet, genutzt . Im vorliegenden Fall war der Antikorper 
mit einem Lumineszenz-Tracer (LT) markiert (vgl . Experimen- 
teller Teil) . Die Anwesenheit des Analyten, bzw. die Beset- 
zung von Bindungsstellen des Antikorpers durch konkurrieren- 
de Bindungspartner aus der Probe, zeigt sich als Verminde- 
rung der Bindung des markierten Antikorpers an die Fest- 
phase . 

Als f estphasengebundener Kompetitor diente in dem beschrie- 
benen SPALT-Assay das f estphasengebundene Peptid (69-86: 
Peptidbereich SPCD19; SEQ ID NO: 4), als Antikorper ein gegen 
dieses Peptid gebildeter und dieses Peptid erkennender 
markierter anti-SPCD19-Schaf -Antikorper (af f initatsgerei- 
nigt; vgl. Experimenteller Teil). Als Standard dienten 
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Verdunnungen des Peptids SPCD19 in normalem Pf erdeserum . Die 
Nachweisgrenze lag bei ca. 50 pmol/1. Bei den Bestimmungen 
wurden jeweils 100 fil Probe (bzw. Standard) und 100 /zl 
Tracer bei 4°C in mit dem SPCD19-Peptid beschichteten Poly- 
sorb-Tubes iiber Nach inkubiert, wonach mit 4 x 1 ml Stan- 
dardwaschlosung aus dem LUMItest® der Anmelderin gewaschen 
und dann in einem Luminometer vermes sen wurde . 

Bei einer Vermessung von Sepsisseren mit diesem SPALT-Assay 
wurde eine drastische Abgrenzung von Septikern gegen gesunde 
Normalpersonen gefunden. Bei einem Detektionslimit von ca, 1 
ng/ml wurden fur Seren von Septikern Werte gefunden, die im 
Mittel bei rund 19000 pg/ml lagen. Die deutliche Unterschei- 
dung von Seren von Septikern und Gesunden war angesichts der 
eher geringf iigigen Erhohung bei den Vorversuchen unter 
Verwendung eines kommerziellen RIA (WO 00/22439) sehr uber- 
raschend. 

Die klinischen Messungen mit dem genannten SPALT-Assay 
wurden ausgeweitet . Die Ergebnisse der ausgeweiteten Studie 
sind in Figur 1 graphisch zusammengeaf St , wobei auf die 
obige Erlauterung zu Figur 1 ausdrucklich verwiesen wird. 

Die o.g. positiven Ergebnisse mit SPALT-Assays zeigten, dass 
(i) die in Sepsisseren gemessene "proAM-Immunreaktivitat " 
zwar nicht auf die tatsachliche Anwesenheit von Proadrenome- 
dullin zugefuhrt werden konnte, aber (ii) eine entsprechende 
Messung eines Analyten mit einer Aminosauresequenz aus einem 
mittleren Abschnitt des pre-proAM, genauer des mid-proAM 
gemaS SEQ ID NO : 3 , geeignet war, Septiker klar von Normal- 
personen zu unterscheiden. • 

Auf diesen Ergebnisse aufbauend wurde die XJntersuchgun in 
zwei Richtungen vertief t : 

1. Die tatsachlich in der Zirkulation auftretende pre- 
proAM Spezies sollte identif iziert und ggf . auf ihre 
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Eignung als Biomarker fur Routinemessungen untersucht 
we r den. 

2. Parallel dazu sollte vertieft werden, inwieweit die 

Messung dieser Spezies diagnostisch wertvolle MeSergeb- 
nisse lief ert . . 

Die Ergebnisse sind nachfolgend unter Bezugnahme auf den 
experimentellen Teil noch naher beschrieben. Sie lassen sich 
wie folgt zusammen f assen:' 

1. In der Zirkulation (Serum, Plasma) findet sich in sig- 
nifikant erhoher Konzentration, und einer gut reprodu- 
zierbaren Messbarkeit, ein Peptid, das die Aminosauren 
45-92 des pre-proAM enthalt bzw. aus diesen besteht 
(SEQ ID NO: 3) und das in dieser Anmeldung als mid-proAM 
bezeichnet wird. 

2. Die Vermessung von Seren Kranker mit einem Assay, der 
spezifisch dieses mid-proAM miSt, lief ert Mefiergebnis- 
se, die nicht nur eine klare Unterscheidung von Septi- 
kern und Normalpersonen ermoglichen, sondern die - in 
Verbindung mit klinischen Befunden - auch andere Er- 
krankungen erkennen lassen, die mit einer gesteigerten 
Bildung von AM verbunden sind, und zwar insbesondere 
Kardial- und Krebserkrankungen . 

D as Verfahren betrifft somit insbesondere die Bestimmung des 
mid-proAM in der Zirkulation eines Patienten, und zwar ins- 
besondere unter Verwendung von Plasmaproben . 

Nachfolgend werden bestimmte allgemeine Aspekte bevorzugter 
Ausf uhrungsf ormen der Erfindung noch naher erlautert, und es 
werden weitere ausgewahlte Versuchsergebnisse naher erlau- 
tert . 

Fur die praktische Umsetzung der Erfindung wird ein Assay- 
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format bevorzugt, bei dem mit markierten Antikorpern ge- 
arbeitet wird, z.B. ein Assay, der nach dem oben beschriebe- 
nen kompetitiven SPALT-Prinzip arbeitet (wobei jedoch auch 
andere Markierungen, z.B. radioaktive als S PART - As s ay , 
eingesetzt werden konnen) . 

Besonders bevorzugt sind jedoch nicht-kompetitive Sand- 
wichassayS; z.B. der Art, wie er fur die weitergehenden ver- 
tiefenden Untersuchungen verwendet wurde und nachfolgend 
genauer beschrieben wird. 

Nicht-kompetitive Sandwich- Immunoassays (Zweiseit en- Immuno- 
assays) haben gegenuber kompetitiven Immunoassays eine Reihe 
von Vorteilen, zu denen gehort, da£ sie besser als Fest- 
phasenassays (heterogene Assays) ausgelegt werden konnen, in 
der Handhabbarkeit robuster sein konnen, MeSergebnisse mit • 
einer hoheren Sensititivat liefern konnen und sich auch bes- 
ser fur eine Automat isierung und Serienmessung eignen. 
AuSerdem konnen sie im Vergleich mit kompetitiven Immuno- 
assays, die mit nur einem Typ von Antikorper arbeiten, auch 
zusatzliche Aussagen liefern, indem Sandwich- Immunoassays 
nur solche Molekule bzw. Peptide erkennen, bei denen beide 
Bindungsstellen fur die fur die Sandwichbildung verwendeten 
Antikorper auf dem gleichen Molekiil vorhanden sind. 

Die Antikorper konnen grundsatzlich beliebige geeignete 
monoklonale und/oder polyklonale Antikorper sein, wobei 
jedoch derzeit af f inatsgereinigte polyklonale Antikorper 
bevorzugt werden. 

Besonders bevorzugt wird einer der Antikorper durch Immuni- 
sierung eines Tiers, insbesondere Schafs, mit einem Antigen 
erhalten, das eine synthetische Peptidsequenz enthalt, die . 
die Aminosauren 69-86 des pre-proAM sowie einen zusatzlichen 
Cyst'einrest am N-Terminus aufweist (SEQ ID NO: 4) . Der andere 
Antikorper kann z.B. entsprechend mit einem Antigen erhalten 
werden, das eine synthetische Peptidsequenz enthalt, die die 
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Aminosauren 83-94 (Peptidbereich PSR13 ; SEQ ID NO: 5) des 
pre-proAM mit einem zusatzlichen Cysteinrest am N- Terminus 
auf weist . Die unter Verwendung der genannten synthetischen 
Peptide, die gemeinsam einen liickenlosen midregionalen 
Abschhitt der proAM-Sequenz erfassen, erhaltenen Antikorper 
erkennen nur Bindungsstellen im Bereich des o.g. mid-proAM 
(Aminosauren 4 5-92) , genauer im Bereich der Aminosauren 60- 
92 des pre-proAM. 

Bei einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird das Verfahren als 
heterogener Sandwich- Immunoassay durchgef uhrt , bei dem einer 
der Antikorper an eine beliebige Festphase, beispielsweise 
die Wande beschichteter Testrohrchen (z.B. aus Polystyrol; 
"Coated Tubes"; CT) oder an Mikrotiterplatten, zum Beispiel 
aus Polystyrol, oder an Partikel, beispielsweise Magnetpar- 
tikel immobilisiert ist, wahrend der andere Antikorper einen 
Rest tragt, der ein direkt nachweisbares Label darstellt 
oder eine selektive Verkmipfung mit einem Label ermoglicht 
und der Detektion der gebildeten Sandwich- St rukturen dient • 
Auch eine zeitlich verzogerte bzw. nachtragliche Immobili- 
sierung unter Verwendung geeigneter Festphasen ist moglich. 

Grundsatzlich konnen alle in Assays der beschriebenen Art 
verwendbaren Markierungstechniken angewandt werden, zu denen 
Markierungen mit Radioisotopes Enzymen, Fluoreszenz- , 
Chemolumineszenz-- oder Biolumineszenz-Labeln und direkt 
optisch detektierbaren Farbmarkierungen, wie beispielsweise 
Goldatomen und Farbstof f teilchen, wie sie insbesondere fur 
sog. Point-of -Care (POC) oder Schnelltests verwendet werden, 
gehoren. Die beiden Antikorper konnen auch im Falle hetero- 
gener Sandwich- Immunoassays Teile eines Nachweissystems der 
nachfolgend im Zusammenhang mit homogenen Assays beschriebe- 
nen Art aufweisen. 

Es liegt somit im Rahmen der vorliegenden Erfindung, das 
erf indungsgemaSe Verfahren auch als Schnelltest auszugestal- 
ten. 
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Das erf indungsgemaSe Verfahren kann f erner als homogenes 
Verfahren ausgestaltet werden, bei dem die aus den beiden 
Antikorpern und dem nachzuweisenden mid-proAM gebildeten 
Sandwichkomplexe in der flussigen Phase suspendiert bleiben. 
In einem solchen Fall ist es bevorzugt, beide Antikorper mit 
Teilen eines Nachweissystems zu markieren, das dann, wenn 
beide Antikorper in einen einzigen Sandwich integriert 
werden, eine Signalerzeugung oder Signalauslosung ermog- 
licht. Derartige Techniken sind insbesondere als Fluores- 
•zenzverstarkungs- oder Fluoreszenzloschungs-Nachweisver- 
fahren ausgestaltbar . Ein besonderes bevorzugtes derartiges 
Verfahren betrifft die Verwendung von paarweise einzusetzen- 
den Nachweisreagenzien, wie sie beispielsweise beschrieben 
sind in US-A-4 822 733, EP-B1-180 492 oder EP-B1-539 477 und 
dem darin zitierten Stand der Technik. Sie ermoglichen eine 
Messung, die selektiv nur Reaktionsprodukte erfaSt, die 
beide Markierungskomponenten in einem einzigen Immunkomplex 
enthalten, direkt in der Reaktionsmischung . Als Beispiel ist 
auf die unter den Marken TRACE® (Time Resolved Amplified 
Cryptate Emission) bzw. KRYPTOR® angebotene Technologie zu 
verweisen, die die Lehren der o.g. Anmeldungen umsetzt . 

Es zeigte sich uberraschenderweise , da£ die erf indungsgemaSe 
Bestimmung des mid-proAM (SEQ ID NO: 3) hoch signifikante 
MeSergebnisse liefert. Diese Aussage gilt, wie nachfolgend 
gezeigt wird, nicht nur fur die Sepsisdiagnostik, sondern 
auch fur die Kardialdiagnostik und die Krebsdiagnostik . 

Es wird davon ausgegangen, dass das erf indungsgemaSe Bestim- 
mungsverf ahren besonders vorteilhaft auch im Rahmen einer 
sogenannten Multiparameterdiagnostik durchgefiihrt werden 
kann, und zwar sowohl auf dem Ge'biet der Kardialdiagnostik 
als auch der Sepsis- und der Krebsdiagnostik. Weitere dabei 
bestimmte Parameter sind beispielsweise die Kardialparameter 
ANP, BNP, proANP oder proBNP oder Sepsisparameter , die z.B. 
aus der Gruppe ausgewahlt sind, die besteht aus Anti-Gan- 
gliosid-Antikorpern, den Proteinen Procalcitonin, CA 125, CA 
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19-9, S100B, SIOOA-Proteinen, LASP-1, loslichen Cytokeratin- 
Fragmenten, insbesondere CYFRA 21, TPS und/oder loslichen 
Cytokeratin-1- Fragment en (sCYlF) , den Peptiden Inflammin und 
CHP, anderen Peptid-Prohormonen, der Glycin-N-Acyltrans- 
f erase (GNAT) , der Carbamoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) 
and dem C-reaktiven Protein (CRP) oder Fragmenten davon. Bei 
den genannten Multiparameter-Bestimmungen ist vorgesehen, 
die Messergebnisse fur mehrere Parameter gleichzeitig oder 
parallel zu bestimmen und z.B. mit Hilfe eines Computer- 
programms, das auch diagnostisch signifikante Parameterkor- 
relationen nutzt, auszuwerten. 

Nachfolgend wird die Erf indung durch eine Beschreibung der 
Herstellung der bevorzugten Assay- Komponenten, der Durch- 
fuhrung einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm eines Assays vom 
Sandwich-Typ und der unter Verwendung eines solchen Assays 
erhaltenen Ergebnisse von mid-proAM-Bestimmungen in EDTA- 
Plasmen von Kontrollpersonen, und von Sepsis- , Herz- und 
Krebspatienten naher erlautert . 

Ferner wird die Identif izierung des tatsachlich bestimmten, 
in der Zirkulation auftretenden proAM-Teilpeptids beschrie- 
ben: 

Experimenteller Teil 
Material und Methoden 

1. Peptidsynthesen 

Abgeleitet von der bekannten Aminosauresequenz des humanen 
Pr apr oadr enomedul 1 in (SEQ ID NO:l) wurden ein erster Bereich 
(Pos. 69-86: Peptidbereich SPCD19 ; SEQ ID NO: 4) und ein 
zweiter Bereich (Pos. 83-94: Peptidbereich PSR13 ; SEQ ID 
.NO: 5) ausgewahlt . Jeweils erganzt um einen N-terminalen Cy- 
stein-Rest wurden beide Bereiche nach Standardverf ahren als 
losliche Peptide chemisch synthetisiert , gereinigt, mittels 
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Massenspektrometrie und Reversed Phase HPLC qualitatskon- 
trolliert und in Aliquot s lyophilisiert (Firma JERINI AG, 
Berlin, Deutschland) . Die Aminosauresequenzen der Peptide 
lauten: 

Peptid SPCD19: CRPQDMKGASRSPEDSSPD (SEQ ID NO: 4) 

Peptid PSR13 : CSSPDAARI RVKR (SEQ ID N0:5) 

Aufierdem wurde als Standard das gesamte mid-proAM (entspre- 
chend Pos . 45-92; SEQ ID NO: 3) synthet isiert : 

ELRMSSSYPTGLADVKAGPAQTLIRPQDMKGASRSPEDSSPDAARIRV (SEQ ID 
NO : 3 ) 

2/ Konjugation und Immunisierung 

Mittels MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimid Ester) 
wurden die obigen Peptide SPCD19 bzw. PSR13 an das Trager- 
protein KLH (Keyhole limpet hemocyanin) konjugiert (s. 
Arbeitsanleitung "NHS-Esters-Maleimide Crosslinkers" Firma 
PIERCE, Rockford, IL, USA) . Mit diesen Konjugaten wurden 
Schaf e nach f olgendem Schema immunisiert : Jedes Schaf er- 
hielt initial 100 fxg Konjugat (Massenangabe bezogen auf den 
Peptid-Anteil des Konjugat s) und anschlieSend 4 -wochentlich 
je 5 0 /zg Konjugat (Massenangabe bezogen auf den Peptid- 
Anteil des Konjugat s) . Beginnend mit dem vierten Monat nach 
Beginn der Immunisierung wurden 4 -wochentlich je Schaf 70 0 
ml Blut abgenommen und daraus durch Zentrif ugation Antiserum 
gewonnen. Konjugat ionen, Immunisierungen und Gewinnung von 
Antiseren wurden von der Firma MicroPharm, Carmarthenshire, 
UK, durchgef iihrt . 

3 . Reinigung der Antikorper 

In einem l-Schritt Verfahren wurden aus den Antiseren, die 
beginnend mit dem vierten Monat nach der Immuniserung gewon- 
nen worden waren, die Peptid-spezif ischen Antikorper wie 



f olgt prapariert . 
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Dazu wurden zunachst die o.g. Peptide SPCD19 und PSR13 an 
SulfoLink Gel gekoppelt (s. Arbeitsanleitung "SulfoLink Kit 
Firma PIERCE, Rockford, IL, USA) . Dabei wurden zur Kopplung 
je 5 mg Peptid pro 5 ml Gel angeboten. 

Die Af f initatsreinigung von Peptid-spezif ischen Antikorpern 
aus Schaf -Antiseren gegen beide Peptide wurde wie folgt 
durchgef iihrt : 

Die Peptid-Saulen wurden zunachst drei mal im Wechsel mit j 
10 ml Elutionspuf f er (50 mM Citronensaure , pH 2.2) und 
Bindungspuf f er (100 mM Natriumphosphat , 0.1% Tween, pH 6.8) 
gewaschen. 10 0 ml der Schaf -Antiseren wurden uber 0,2 /xm 
filtriert und mit dem vorhandenen Saulenmaterial versetzt. 
Dazu wurde das Gel quantitativ mit 10 ml Bindungspuf fer aus 
der Saule gespiilt . Die Inkubation erfolgte uber Nacht bei 
Raumtemperatur unter Schwenken. Die Ansatze wurden quant ita 
tiv in Leersaulen (NAP 25, Pharmacia, entleert) viberfiihrt . 
Die Durchlaufe wurden verworfen, AnschlieSend wurde mit 25 0 
ml Bindungspuf fer proteinfrei (Proteingehalt des Wascheluat 
< 0,02 A280 nm) gewaschen. Auf. die gewaschene Saulen wurde 
Elutionspuf fer gegeben, und es wurden Fraktionen a 1 ml 
gesammelt. Von jeder Fraktion wurde der Proteingehalt mit- 
tels der BCA-Methode (s. Arbeitsanleitung Firma PIERCE, 
Rockford, IL, USA) bestimmt. Fraktionen mit Proteinkonzen- 
trationen > 0.8 mg/ml wurden gepoolt. Nach einer Proteinbe- 
stimmung der Pools mittels der BCA-Methode ergaben sich 
Ausbeuten von 49 mg fiir den anti-SPCD19 Antikorper (affini- 
tatsgereinigt ; polyklonal) und 60" mg fur den anti-PSR13 
Antikorper (af f initatsgereinigt ; polykonal) . 

4 . Markierung 

Uber eine NAP-5 Gelf iltrationssaule (Pharmacia) wurden 500 
/xl des gereinigten anti-SPCD19 Antikorpers (s.o.) in 1 ml 
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100 mM Kalium-Phosphatpuf f er (pH 8,0) nach Arbeitsanleitung 
umgepuf f ert . Die Proteinkonzentationsbestimmung der Anti- 
korperlosung ergab einen Wert von 1,5 mg/ml. 

Zur Chemilumineszenzmarkierung des Antikorpers wurden 67 /xl 
der Antikorperlosung mit 10 jil - MA70-Akridinium-NHS-Ester (1 
mg/ml; Firma HOE CHS T Behring) versetzt und 15 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert . Dann wurden 423 [il 1 M Glycin 
zugesetzt und weitere 10 Minuten inkubiert. Anschliefiend 
wurde der Markierungsansatz uber eine NAP-5 Gelf iltrations- 
saule (Pharmacia) in 1 ml Laufmittel A (50 mM Kalium- 
phosphat, 10 0 mM NaCl, pH 7.4) nach Arbeitsanleitung umge- 
puffert und dabei von niedermolekularen Bestandteilen be- 
f reit . Zur Abtrennung letzter Reste nicht an Antikorper 
gebundenen Labels wurde eine Gelf iltrat ions -HPLC durchge- 
fuhrt (Saule: Waters Protein Pak SW300) . Die Probe wurde 
aufgetragen und bei einer FluSrate von 1 ml/min mit Lauf- 
mittel A chromatographiert . Mit einem Durchf luSphotometer 
wurden die Wellenlangen 280 nm und 368 nm gemessen. Das 
Absorptionsverhaltnis 3 68 nm/2 8 0 nm als MaS fur den Markie- 
rungsgrad des Antikorpers betrug am Peak 0.10. Die monomeren 
Antikorper enthaltenden Fraktionen (Retentionszeit 8-10 min) 
wurden ge'sammelt und in 3 ml 10 0 mM Natriumphosphat , 15 0 mM 
NaCl, 5% Bovines Serum Albumin, 0.1% Natrium Azid, pH 7.4, 
auf genommen . 

Der markierte Antikorper wurde einerseits, wie nachfolgend 
genauer beschrieben wird, in einem Sandwich- Immunoassay 
verwendet, andererseits jedoch auch in dem bereits beschrie- 
benen SPALT- Assay. 

5 . Kopplung 

Zur Schaffung der Festphase eines Sandwich- Immunoassays 
wurden bestrahlte 5 ml Polystyrolrohrchen (Firma Greiner) 
mit gereinigtem anti-PSR13 Antikorper wie folgt beschichtet: 
Der Antikorper wurde in 50 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,8 zu 
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einer Konzentration von 6.6 /xg/ml verdiinnt . In jedes Rohr- 
chen wurden 3-00 /xl dieser Losung pipettiert. Die Rohrchen 
wurden 20 Stunden bei 22°C inkubiert . Die Losung wurde 
abgesaugt. Dann wurde jedes Rohrchen mit 4.2 ml 10 mM Natri- 
umphosphat, 2% Karion FP, 0.3% Bovines Serum Albumin, pH 6 . 5 
befullt. Nach 20 Stunden wurde die Losung abgesaugt. 
SchlieSlich wurden die Rohrchen in einem Vakuumtrockner 
getrocknet . 

Die beschriebenen Markierungs- und Immobilisierungsprozedu- 
ren wurden auEerdem auf im wesentlichen gleiche Weise mit 
dem jeweils anderen Antikorper durchgef iihrt , wobei ein 
"inverser" Sandwichassay erhalten wurde. Bestimmungen, die 
analog zu den nachfolgend beschriebenen Bestimmungen unter 
Verwendung eines solchen "invers" markierten/immobilisierten 
Immunoassays durchgefiihrt wurden, lieferten im wesentlichen 
identische Ergebnisse und werden daher nicht extra beschrie- 
ben. * * 

6. Durchfuhrung und Auswertung des Sandwich- Immunoassays 

Es wurde ein Assayp'uffer folgender Zusammensetzung herge- 
stellt: 

100 mM Natriumphosphat , 150 mM NaCl, 5% Bovines Serum Albu- 
min, 0.1% unspez. Schaf IgG, 0.1% Natrium Azid, pH 7.4 

Als Standardmaterial diente ein chemisch synthetisiertes 
mid-proAM (SEQ ID NO: 3) . Dieses Peptid wurde seriell in 
Pferdenormal serum (Firma SIGMA) verdiinnt. Den so hergestell- 
ten Standards wurden Konzentrationen gemafi der Einwaage an 
Peptid zugeschrieben. 

Mefiproben waren EDTA-Plasmen von augenscheinlich Gesunden, 
von Patienten mit Sepsis und von Patient en mit Herz- und mit 
Krebserkrankungen . 
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In die Testrohrchen wurden 10 [xl Standards bzw. Proben sowie 
200 /il -Ass'aypuffer, enthaltend .1 Million RLU (relative light 
units) des MA70-markierten anti-SPCD19 Antikorpers, pipet- 
tiert. Es wurde zwei Stunden bei 22°C unter Schutteln inku- 
biert . Dann wurde 4 x mit je 1 ml Waschlosung (0.1% Tween 
20) pro Rohrchen gewaschen, abtropfen gelassen und die am 
Rohrchen gebundene Chemilumineszenz in einem Luminometer 
(Firma BERTHOLD, LB952T; Basisreagenzien BRAHMS AG) ver- 
messen. 

Unter Verwendung der Software MultiCalc (Spline Fit) wurden 
die midregionalen Proadrenomedullin-Konzentrationen der 
Proben an der Standardkurve abgelesen. Die Ergebnisse sind 
in Figur 2 graphisch zusammengefaSt . 

7. Durchfuhrung und Auswertung des SPALT- Immunoassays 

Als f estphasengebundener Kompetitor diente in dem beschrie- 
benen SPALT-Assay das f estphasengebundene Peptid SPCD19 
(Peptidbereich 69-86; SEQ ID NO:4), das an die Wande von 
Polysorb- Tubes gebunden worden war. Als Antikorper wurde der 
wie oben unter 1. bis 4. beschrieben erhaltene markierte 
anti-SPCD19-Schaf -Antikorper (af f initatsgereinigt ) verwen- . 
det . Als Standard dienten Verdiinnungen des Peptids SPCD19 in 
normal em Pferdeserum. 

Bei den Bestimmungen wurden jeweils 100 /zl Probe (bzw. 
Standard) und 100 fxl Tracer bei 4°C in den mit dem SPCD19- 
Peptid beschichteten Polysorb-Tubes uber Nacht inkubiert, 
wonach mit 4 x 1 ml Standardwaschlosung aus dem LUMItest® 
der Anmelderin gewaschen und dann im Luminometer vermessen 
wurde . 

Die Ergebnisse einer mit diesem Assay erhaltenen Mefireihe 
sind in Figur 1 dargestellt . 



8. Identif ikation des in den beschriebenen Assays gemesse- 



nen Analyten 
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Zur Anreicherung des Analyten, der von dem in den o.g. 
Assays verwendeten Antikorper erkannt wird, wurden drei 
individuelle Sepsisplasmen direkt analytisch uber eine C18 
Reversed Phase HPLC ' f raktioniert , wobei mittels eines linea- 
ren Acetonitril-Gradienten eluiert wurde . Es wurden 1 ml- 
Fraktionen gesammelt und eingetrocknet . Die Fraktionen 
wurden in Assaypuffer aufgenommen, und es wurde die SPCD19- 
Immunreaktivitat der einzelnen Fraktionen bestimmt. Dazu 
wurde ein anti-SPCD19 -Antikorper (vgl . oben unter 3.) an den 
Wanden eines Polysorb-Tubes immobilisiert , und die Kompeti- 
tion von Probe (Fraktion) und lumineszenzmarkiertem SPCD19 
um diesen Antikorper wurde bestimmt. 

Bei einer solchen Analyse zeigte sich, dass bei alien Sep- 
sisplasmen die groSte Immunreaktivitat in der gleichen 
Fraktion (Fraktion 22) zu finden war. 

Zur weiteren I dent if izierung des gemessenen Analyten wurden. 
7 Sepsisseren a ca. 3 ml gepoolt- (Endvolumen 22 ml) . Unter 
Verwendung einer Carbolink-Saule mit einem anti-SPCD19-Anti- 
korper wurden die gepoolten Seren einer Af f initatsreinigung 
unterzogen, und das saure Eluat wurde wie oben uber eine CI 8 
Reversed Phase HPLC f raktioniert . Die Fraktion 22 wurde 
getrocknet und massenspektrometrisch untersucht. 

Bei einer direkten massenspektrometrischen Analyse wurde als 
Molmasse des isolierten Analyten ein Wert von ca. 5146 
Dalton ermittelt. Dieser Wert entspricht der Molmasse eines 
proAM- Fragments , das die Aminosauren der Posit ionen 4 5-92, 
d.h. des mid-proAM, enthalt (der theoretische Wert betragt, 
unter der Annahme, dass die beiden vorhandenen Methionin- 
Reste oxidert sind, 5146,72 Dalton). 

Bel einer MALDI-TOF- Analyse des tryptischen Verdaus der 
isolierten Fraktion 22 wurden als monoisotopische Massen (M 
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+ H + ) u.a. Pept id- Fragment e identif iziert , die den Aminosau- 
ren der Positionen 79-89, 75-89, 61-74 und 61-78 des pre- 
proAM entsprechen. Die Molmassedaten und die massenspek- 
trometrische Analyse des tryptischen Abbaus beweisen gemein- 
sam, dass das in der isolierten Fraktion enthaltene Peptid 
das als mid-proAM (45-92) bezeichnete Peptid (SEQ ID NO : 3 ) 
ist. Seine Entstehung kann durch eine proteolytische Prozes- 
sierung des ursprunglichen pre-proAM-Translationsprodukts 
durch Signalpeptidase, Prohormonconvertase (Spaltung zwi- 
schen basischen Aminosauren) und Amino- und Carboxypeptidase 
(Abspaltung der basischen Aminosauren) erklart werden (vgl . 
das analoge Schema fur den Procalcitonin-Abbau in (20) ) . 

9 . Stabilitatsuntersuchung 

Zur Prufung der Frage, ob bei einer Messung des mid-proAM 
mit Problemen aufgrund einer unzureichenden Stabilitat des 
mid-proAM in einer Probe bzw. Messlosung gerechnet werden 
muS, wurden 20 Sepsis-Seren jeweils frisch und nach einer 3 
tagigen Lagerung bei Raumtemperatur vermessen. Die Ergeb- 
nisse- sind in der nachf olgenden Tabelle zusammengef afit . Sie 
zeigen, dass nach der 3tagigen Lagerung die Immunreaktivitat 
nahezu unverandert war. Diese nachgewiesene Stabilitat des 
mid-proAM ist unter Handhabungsgesicht spunk ten fur die 
Diagnostik ein groSer Vorteil . 
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Tabelle 1 

Patient # mid-proAM [nmol/1] mid-proAM [nmol/1] Andemng 





Tag = 0 


Tag = 3 






6 , 2 


6 , 1 


98 , 8% 


o 




3 . 2 


98 , 1% 


3 


2 , 2 


2 , 1 


97 , 0% 


4 


1 . 6 


1 / 5 


95 , 4% 


5 


1.1 


1 , 0 


92 , 7% 


6 


1,3 


If 2 


95, 7% 


7 


1, 9 


2,1 


109, 6% 


8 


2, 6 


2,7 


102, 8% 


9 


2, 8 


2,7 


96,4% 


10 


3,1 


3,1 


99, 9% 


11 


4,6 


4,9 


106, 3% 


12 


5,8 


5,9 


102, 1% 


13 


3,6 


3,4 


95, 2% 


14 


4,2 


4,6 


110, 7% 


15 


3,0 


2,4 


80 , 0% 


16 


1,2 


1,3 


105, 5% 


17 


1,5 


1,5 


102, 2% 


18 


1,7 


1,8 


103,4% 


19 


2, 0 


1,8 


89,5% 


20 


2,1 


.2,0 


94, 1% 



Mittelwert = 98,8% 



Zusammenf assend kann gesagt werden, dass eine Bestimmung von 
mid-proAM, z.B. unter Verwendung eines SPCD19-Antik6rpers , 
gegeniiber einer Bestimmung von z.B. AM zahlreiche Vorteile 
aufweist : 

Eine Bestimmung des mid-proAM unterliegt keinen bekannten 
Einschrankungen aufgrund der Existenz eines Bindeproteins , 
einer Fragment ierung und einer schwachen Konzentrations- 
dynamik . 

Der Analyt mid-proAM weist ferner eine gute Stabilitat auf , 
d.h. einen sehr geringen Verlust an Immunreaktivitat bei 
Lage rung bei Raumtemperatur , was fur diagnostische Routine- 
Bestimmungen einen groSen praktischen Vorteil darstellt . 

Es wird eine extrem gunstige Dynamik beobachtet, und es 
nicht davon auszugehen, dass diese spezifisch fur Sepsis 
ist . 
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Es ist daher davon auszugehen, dass eine Messung von mid- 
proAM generell bei alien Krankheitsbildern, fur die AM- 
Konzent rat ions erhohungen beschrieben werden, Vorteile auf- 
weisen kann, wobei derzeit insbesondere eine Bestimmung im 
Rahmen der Sepsis^, Kardial-.und Krebsdiagnostik vorteilhaft 
erscheint . 
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SEQUENCE LISTING 
<110> B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft 

<120> Bestimmung eines .midregionalen Proadrenomedullin-Teilpeptids 
in biologischen Proben zu diagnostischen Zwecken sowie 
Immunoassays fur die Durchfuhrung einer solchen Bestimmung 

<130> 3723 AS 

<140> 
<141> 

<160> 5 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 185 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Met Lys Leu Val Ser Val Ala Leu Met Tyr Leu Gly Ser Leu Ala Phe 
15 10 15 

Leu Gly Ala Asp Thr Ala Arg Leu Asp Val Ala Ser Glu Phe Arg Lys 
20 25 30 

Lys Trp Asn Lys Trp Ala Leu Ser Arg Gly Lys Arg Glu Leu Arg Met 
35 40 45 

Ser Ser Ser Tyr Pro Thr Gly Leu Ala Asp Val Lys Ala Gly Pro Ala 
50 ~ 55 60 

Gin Thr Leu lie Arg Pro Gin Asp Met Lys Gly Ala Ser Arg Ser Pro 
65 70 75 80 

Glu Asp Ser Ser Pro Asp Ala Ala Arg He Arg Val Lys Arg Tyr Arg 
85 90 95 

Gin Ser Met Asn Asn Phe Gin Gly Leu Arg Ser Phe Gly Cys Arg Phe 
100 105 HO 

Gly Thr Cys Thr Val Gin Lys Leu Ala His Gin He Tyr Gin Phe Thr 
115 120 125 

Asp Lys Asp Lys Asp Asn Val Ala Pro Arg Ser Lys lie Ser Pro Gin 
130 " 135 140 

Gly Tyr Gly Arg Arg Arg Arg Arg Ser Leu Pro Glu Ala Gly Pro Gly 
145 150 155 160 

Arg Thr Leu Val Ser Ser Lys Pro Gin Ala His Gly Ala Pro Ala Pro 
165 170 175 

Pro Ser Gly Ser Ala Pro His Phe Leu 
180 185 



t • 
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<210> 2 
<211> 52 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 _ _ 

Tyr Arg Gin Ser Met Asn Asn Phe Gin Gly Leu Arg Ser Phe Gly Cys 
! 5 10 15 

Arg Phe Gly Thr Cys Thr Val Gin Lys Leu Ala His Gin He Tyr Gin 
■ 20 25 30 

Phe Thr Asp Lys Asp Lys Asp Asn Val Ala Pro Arg Ser Lys . He Ser 
35 40 45 

Pro Gin Gly Tyr 
50 



<210> 3 

<211> 48 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Glu Leu Arg Met Ser Ser Ser Tyr 
1 5 

Ala Gly Pro Ala Gin Thr Leu He 
20 

Ser Arg Ser Pro Glu Asp Ser Ser 
35 40 



Pro Thr Gly Leu Ala Asp Val Lys 
10. 15 

Arg Pro Gin Asp Met Lys Gly Ala 
25 30 

Pro Asp Ala Ala Arg He Arg Val 
45 



<210> 4 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic 
Peptide 

<400> 4 ^ w 

Cys Arg Pro Gin Asp Met Lys Gly Ala Ser Arg Ser Pro Glu Asp Ser 
1 5 10 15 

Ser Pro Asp 



<210> 5 
<211> 13 

<212> PRT i 
<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223>. Description of Artificial Sequence: Synthetic 
Peptide 

<400> 5 

Cys Ser Ser Pro Asp Ala Ala Arg He Arg Val Lys Arg 
1 5 10 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Adrenomedullin- Immunreak- 
tivitat in biologischen Fliissigkeiten zu diagnostischen 
Zwecken, dadurch gekennzeichnet , dass man das midregionale 
Teilpeptid (mid-proAM; SEQ ID NO: 3) des Proadrenomedullins , 
das die Aminosauren (45-92) des vollstandigen Praproadreno- 
medullins (pre-proAM; SEQ ID NO:l) umfaSt, miSt . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
man das mid-proAM in den biologischen Fliissigkeiten mittels 
eines Immunoassays mi£t, der mit mindestens einem markierten 
Antikorper, der spezifisch eine Sequenz des mid-proAM er- 
kennt , arbeitet . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Immunoassay ein Assay mit einem f estphasengebundenen 
Kompetitor fur den Analyten und einem markierten Antikorper 
(SPALT-Assay) oder ein Sanwichassay (Zweiseiten- Immunoassay) 
ist, bei dem mindestens zwei Antikorper verwendet werden, 
die spezifisch ah unterschiedliche Teilsequenzen des mid- 
proAM (SEQ ID NO : 3 ) binden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 ,* dadurch 
gekennzeichnet, dass zirkulierendes mid-proAM (SEQ ID NO: 3) 
bestimmt wird und die biologische Fliissigkeit ein Plasma 
ist . 

5. Verfahren nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, dass 
beide Antikorper an einen Bereich des mid-proAM binden, .der 
sich von der Aminosaure 60 bis zur Aminosaure 94 des pre- 
proAM erstreckt . 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass der/die Antikorper monoklonale und/oder 
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polyklonale Antikorper sind. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass beide Antikorper af f initatsgereinigte 
polyklonale Antikorper sind. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7 , dadurch 
gekennzeichnet , dass einer der Antikorper durch Immunisie- 
rung eines Tiers mit einem Antigen erhalten wird, .das eine 
synthetischen Peptidsequenz enthalt, die die Aminosauren 69- 
8 6 des pre-proAM (SEQ ID NO: 4) umfaSt, und der andere der 
Antikorper durch Immunisierung mit einem Antigen erhalten 
wird, das eine synthetische Peptidsequenz enthalt, die die 
Aminosauren 83-94 des pre-proAM (SEQ ID NO: 5) umf afit . 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass einer der Antikorper markiert ist und der 
andere Antikorper an eine Festphase gebunden ist oder selek- 
tiv an eine Festphase gebunden werden kann. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sowohl der erste als auch der zweite 
Antikorer in der fliissigen Reaktionsmischung dispergiert 
vorliegen und daS an den erst en Antikorper eine erste Mar- 
kierungskomponente gebunden ist, die Teil eines auf Fluo- 
reszenz- oder Chemilumineszenz-Loschung oder -Verstarkung 
beruhenden Markierungssystems ist, und dafi die zweite Mar- 
kierungskomponente dieses Markierungssystems an den zweiten 
Antikorper gebunden ist, so dass nach Bindung beider Anti- 
korper an das nachzuweisende mid-proAM ein messbares Signal 
erzeugt wird, das eine Detektion der gebildeten Sandwichkom- 
plexe in der Messlosung ermoglicht. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Markierungssystem Seltenerdkrypate oder -chelate in 
Kombination mit einem Fluoreszenz- oder Chemilumineszenz- 
Farbstoff, insbesondere von Cyanintyp, umf aSt . 
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12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeich.net , dass es zur Diagnose, fur die Bestimmung der 
Schweregrads und Prognostik sowie zur verlauf sbegleitenden 
Therapiekontrolle von Sepsis angewandt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , 
dass es im Rahmen einer Multiparameter-Bestimmung durchge- 
fiihrt wird, bei der gleichzeitig mindestens ein weiterer fur 
die Sepsisdiagnostik relevanter Parameter bestimmt wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass der oder die weitere (n) fur die Sepsisdiagnostik rele- 
vante(n) Parameter aus der Gruppe ausgewahlt sind, die 
besteht aus Anti-Gangliosid-Antikorpern, den Proteinen 
Procalcitonin, CA 125, CA 19-9, S100B, SIOOA-Proteinen, 
LASP-1, loslichen Cytokerat in- Fragment en, insbesondere CYFRA 
21, TPS und/oder loslichen Cytokerat in- 1-Fragmenten (sCYlF) , 
den Peptiden Inflammin und CHP, anderen Peptid-Prohormonen, 
der Glycin-N-Acyltransf erase (GNAT) , der Carbamoylphosphat 
Synthetase 1 (CPS 1) und dem C-reaktiven Protein (CRP) oder 
Fragmenten davon. 

15. . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass es auf dem Gebiet der Kardialdiagnostik 
angewandt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass es im Rahmen einer Multiparameter-Bestimmung durchge- 
fuhrt wird, bei der gleichzeitig weitere fur die Kardialdia- 
gnostik relevante Parameter bestimmt werden. 

■ i 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass es auf dem Gebiet der Krebsdiagnostik 
angewandt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, 



- 34 - 

dass es im Rahmen einer Multiparameter-Bestimmimg durchge 
fiihrt wird, bei der gleichzeitig weitere fur die Krebsdia 
gnostik relevante Parameter bestimmt werden. 



Zusammenf assung 



B estimating eines midregionalen Proadrenomedullin-Teilpeptids 
in biologischen Flxissigkeiten zu diagnostischen Zwecken 
sowie Immunoassays f\ir die Durchfiihrung einer solchen Be- 
st immung 



Verfahren zur Bestimmung von Adrenomedullin-Immunreaktivitat 
in biologischen Flussigkeiten zu diagnostischen Zwecken, und 
zwar insbesondere im Rahmen der Sepsis-, Kardial- und Krebs- 
diagnostik, bei dem man das midregionale Teilpeptid (mid- 
proAM; SEQ ID NO: 3) des Proadr enomedul 1 ins , das die Amino- 
sauren (45-92) des vollstandigen Praproadrenomedullins (pre- 
proAM; SEQ ID NO:l) umf aSt , insbesondere mit einem Immunoas- 
say mi6t, der mit mindestens einem markierten Antikorper, 
der spezifisch eine Sequenz des mid-proAM erkennt, arbeitet . 
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